Background and Purpose-Iron plays a detrimental role after experimental intracerebral hemorrhage (ICH). This study investigates whether high-serum ferritin levels are associated with poor outcome in patients with ICH. Methods-We studied 92 consecutive patients with primary hemispheric ICH within the first 12 hours from onset of symptoms (median, 3.3 hours). National Institute of Health Stroke Scale score, ICH, and peripheral edema volumes were measured at admission, 72 hours, and 7 days. Serum levels of ferritin and biomarkers of the inflammatory response were determined. The adjusted effect of ferritin on the full range of Rankin scale was analyzed by a general linear model. Results-Fifty-one patients (55.4%) had poor outcome (Rankin score Ͼ2). Older age, higher stroke severity, larger hematoma volume, intraventricular extension, mass effect, and higher IL-6 and ferritin levels at baseline (270. ron has been involved in cerebral injury after intracerebral hemorrhage (ICH) in experimental studies. Free iron released after erythrocyte lyses and from ferritin stores may have a role in oxidative stress, glutamate release, and inflammatory response after a hemorrhagic brain injury. 1-3 Iron chelators like deferoxamine can reduce brain edema and improve neurological function in experimental models of ICH. 4 Few data exist about clinical evidence of iron toxicity in ICH patients. 5 We collected our data with the objective to test if serum ferritin levels are associated with poor outcome in patients with ICH.
I
ron has been involved in cerebral injury after intracerebral hemorrhage (ICH) in experimental studies. Free iron released after erythrocyte lyses and from ferritin stores may have a role in oxidative stress, glutamate release, and inflammatory response after a hemorrhagic brain injury. [1] [2] [3] Iron chelators like deferoxamine can reduce brain edema and improve neurological function in experimental models of ICH. 4 Few data exist about clinical evidence of iron toxicity in ICH patients. 5 We collected our data with the objective to test if serum ferritin levels are associated with poor outcome in patients with ICH.
Subjects and Methods
We prospectively evaluated 100 consecutive patients with a primary supratentorial ICH admitted within the first 12 hours from onset of symptoms in 3 hospitals during 1 year. Exclusion criteria were previous disability, severe alcohol consumption, inflammatory or infectious liver, renal, hematologic diseases or cancer, secondary intracerebral hemorrhage, and coma. We further excluded 3 patients lost to follow-up and 5 patients in whom admission cranial CT was not available for volume calculations. The study was approved by the ethics committees of the participating centers and informed consent was signed by patients or their relatives. All patients were admitted at an acute stroke unit and treated according to the guidelines of the European Stroke Initiative. 6 Stroke severity was quantified using the National Institute of Health Stroke Scale score. Functional outcome was evaluated at 3 months using the modified Rankin scale, and poor outcome was defined as modified Rankin scale score Ͼ2.
Cranial CT was performed at admission, 72 hours, and 7 days. ICH and peripheral hypodensity volume were measured using the formula of the ellipsoid, and edema volume was calculated by subtracting the volume of the ICH from that of the total lesion. Mass effect was considered when ventricular asymmetry or shifting of the midline structures was observed. All CT scans were centrally evaluated by an investigator who was masked to clinical data. ICH and edema growth ratios were calculated as: final volumeϪinitial volume/initial volume.
Serum samples were obtained on admission and at 24 and 72 hours. Serum ferritin levels, IL-6, and tumor necrosis factor-␣ were determined by electrochemiluminescence immunoassay (ELECSYS 2010; Roche Diagnostics; and IMMULITE 1000; Diagnostic Products Corporation) .
Proportions between 2 groups were compared by using the 2 test. We used the Kolmogorov-Smirnov test to test for normality. Continuous variables were expressed as mean (SD) or median and quartiles and were compared by the Student t or the Mann-Whitney tests as appropriate. The association between ferritin levels and continuous variables was assessed with the Spearman coefficient. To assess the influence of ferritin levels on the full range of the ordinal Rankin scale, we used a general linear model adjusted for factors and covariates related to dichotomized Rankin scale (poor outcome, modified Rankin scale score Ͼ2) in the univariate analysis. We fitted the model in a customized way by means of the Enter method. Values of PϽ0.05 were considered statistically significant in all tests.
Results
Poor outcome at 3 months was observed in 51 of 92 (55.4%) patients. Seventeen patients died during the study period. Table 1 shows clinical, biochemical, and radiological characteristics by outcome groups. Older age, higher stroke severity, larger hematoma volume, intraventricular extension, mass effect, and higher baseline IL-6 and ferritin levels at baseline were associated with poor clinical outcome. Notably, the higher the ferritin quartile, the poorer the Rankin score distribution (Figure) . A generalized linear model showed that for every ferritin quartile, the Rankin score increased by a mean of 1.42 points (95% CI, 1.04 -1.69) after adjusting for prognostic variables (Table 2) . This association remained after exclusion of 26 patients enrolled in clinical trials. Values are presented as proportions, mean (SD), or median ͓quartiles͔. CT was performed in 76 patients at 72 hours and in 60 patients at 7 days. Reasons to not performance follow-up CT were death in 6 patients at 72 hours and 11 patients at 7 days, hospital discharge before day 7 in 14 patients, or protocol deviation in 10 patients.
DBP indicates diastolic blood pressure; mRS, modified Rankin scale; NIHSS, National Institute of Health Stroke Scale; SBP, systolic blood pressure; TNF, tumor necrosis factor; mmc, cubic millimeter.
Higher ferritin levels in the poor outcome group were also found when the baseline sample was obtained within 3 hours from symptoms onset (PϽ0.001) and showed a flat profile up to 72 hours (mean, 270 ng/mL at baseline; mean, 258 ng/mL at 24 hours; mean, 241 ng/mL at 72 hours). Baseline values did not correlate with acute phase reactants such as leukocyte count and serum glucose and fibrinogen levels.
Baseline ferritin levels showed good correlation with stroke severity, ICH, and edema volumes at baseline, 24 hours, and 7 days (all rϾ0.60) and showed a moderate correlation with IL-6 levels (rϭ0.32). Ferritin levels correlated with ICH growth at 7 days (rϭ0.27; Pϭ0.04), but there was no significant correlation with edema growth at 72 hours (rϭ0.24; Pϭ0.07) or at day 7.
Discussion
This study shows that high-serum ferritin levels measured within 12 hours from symptoms onset predict poor outcome in patients with ICH. Likewise, high ferritin levels have been related to poor outcome in patients with acute ischemic stroke, 7 and they have related to a higher risk of hemorrhagic transformation and edema development in patients treated with reperfusion therapies. 8 The present findings may suggest a biological detrimental effect of increased iron stores also in hemorrhagic stroke. Baseline serum ferritin levels correlated with the initial ICH and edema volumes and, to a lesser extent, with ICH growth. Edema growth showed a nonsignificant trend. Although the biological plausibility was weak, these findings are in line with the experimental data because animal models of cerebral hemorrhage demonstrate that free iron is involved in radical hydroxyl generation, inflammatory reaction, and early edema development. [1] [2] [3] Serum ferritin could be partly upregulated secondary to the acute phase response. 9 However, differences in ferritin levels between patients with good and poor outcomes were seen within the first 3 hours after symptoms onset and remained stable thereafter. Moreover, in accordance with previous studies in ischemic stroke, 10 no correlation between ferritin and acute phase reactants was observed, and the effect on outcome remained after adjustment for signatures of acute inflammation.
The main interest of this study links to the potential therapeutic opportunity of iron chelation. Experimental data have demonstrated a neuroprotective effect of deferoxamine in hemorrhagic cerebral damage, reducing brain edema and neurological impairment. 4 This preclinical beneficial effect of iron-modifying agents supports the neurotoxic role of increased iron stores. However, this study has some limitations. Analyses of neuroimaging variables are underpowered and require a larger study, and we did not use a planimetric measurement of lesion volumes, which is a more accurate method than the estimation of the ellipsoid formula.
Conclusions
In conclusion, the present study demonstrates that serum ferritin level is an important predictor of clinical outcome in patients with primary ICH. These findings suggest a neurotoxic role of iron stores and may open new therapeutic strategies for the treatment of ICH. Because this is an observational study, causation must be proved in interventional clinical trials modifying iron stores.
Figure. Shift distribution of modified Rankin scale scores at 3 months by serum ferritin levels categorized in quartiles. Ferritin levels for: the first quartile, Ͻ80 ng/mL; second quartile, 81-160 ng/mL; third quartile, 161-275 ng/mL; fourth quartile, Ͼ276 ng/mL. В экспериментальных исследованиях было пока-зано, что ионы железа участвуют в развитии повреж-дения головного мозга после внутримозгового кро-воизлияния (ВМК). Свободные ионы железа высво-бождаются в результате лизиса эритроцитов и из депо ферритина и могут играть определенную роль в раз-витии оксидантного стресса, высвобождении глута-мата и воспалительной реакции после геморрагичес-кого повреждения головного мозга [1] [2] [3] . Хелаторы железа, такие как дефероксамин, могут уменьшить отек мозга и улучшить функциональный исход в экс-периментальных моделях ВМК [4] .
Существует немного данных относительно кли-нических доказательств токсичности ионов железа у пациентов с ВМК [5] . Мы собрали полученные нами данные с целью проверки корреляции уровня ферри-тина сыворотки крови с неблагоприятным исходом у пациентов с ВМК.
■ ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ
Проспективно изучили данные 100 произвольно отобранных пациентов с первичным супратенто-риальным ВМК, поступивших в первые 12 часов от момента появления симптомов в одну их трех клиник в течение одного года. Критериями исключе-ния были: наличие инвалидности, злоупотребление алкоголем, наличие воспалительных или инфекци-онных заболеваний печени, почек, гематологических или онкологических заболеваний, повторное внутри-мозговое кровоизлияние и поступление в состоянии комы. Также из исследования исключили 3 паци-ентов, утерянных для последующих наблюдений, и 5 пациентов, у которых по результатам компьютер-ной томографии (КТ) головного мозга при поступ-лении не удалось классифицировать кровоизлияние по объему. Исследование было одобрено комитетами по этике участвующих центров. Информированное согласие подписали все участники исследования или их родственники. Все пациенты поступали в отде-ления острого инсульта и получали лечение в соот-ветствии с рекомендациями European Stroke Initiative [6] . Тяжесть инсульта количественно оценивали по шкале инсульта Национальных институтов здра-воохранения (NIHSS). Функциональные исходы оце-нивали через 3 месяца по модифицированной шкале Рэнкина (МШР), и неблагоприятным считали исход при оценке по МШР >2 баллов.
Компьютерную томографию головы выполняли при поступлении, через 72 часа и через 7 дней. Объем ВМК и периферической гиподенсивной зоны опре-деляли по формуле объема эллипсоида, объем зоны отека рассчитывали путем вычитания объема ВМК 
Результаты. У 51 (55,4%) пациента исход был неблагоприятным (оценка по МШР >2 баллов). Пожилой возраст, тяжесть инсульта, боль-шой объем гематомы, наличие крови в желудочках мозга, масс-эффект и исходно повышенное содержание ИЛ-6 и ферритина в сыворотке крови (270,6 нг/мл [СО=81,4] vs 74,6 нг/мл [СО=43,4]; р<0,001) были ассоциированы с неблагоприятным исходом. При повышении квар-тили ферритина оценка по МШР ухудшалась. В каждой квартили ферритина оценка по МШР после внесения поправок на прогностические переменные увеличилась в среднем на 1,4 балла (95% доверительный интервал [ДИ] от 1,04 до 1,69). Содержание ферритина оставалось стабильным в течение 72 часов и не коррелировало с концентрацией реактантов острой фазы. Выводы. Повышенное содержание фер-ритина в сыворотке крови при поступлении независимо коррелирует с неблагоприятным исходом у пациентов с ВМК. Эти выводы свиде-тельствуют о нейротоксическом действии повышенного содержания железа у пациентов с геморрагическим инсультом.
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из общего объема зоны патологических изменений. Масс-эффект имел место в случае обнаружения асимметрии желудочков или смещения срединных структур мозга. Все результаты КТ централизованно оценивал исследователь, не располагающий клини-ческими данными. Коэффициент роста ВМК и отека рассчитывали по формуле: "окончательный объем"-"первоначальный объем"/"первоначальный объем".
Образцы сыворотки крови получали при поступле-нии, через 24 и 72 часа. Уровни ферритина в сыворот-ке крови, интерлейкина-6 (ИЛ-6) и фактора некроза опухоли α (ФНО-α) определяли методом электрохе-милюминесцентного иммуноферментного анализа (ELECSYS 2010; Roche Diagnostics и IMMULITE 1000; Diagnostic Products Corporation).
Соотношения различных показателей двух групп пациентов сравнивали с использованием критерия хи-квадрат. Распределения проверяли на нормаль-ность с помощью критерия Колмогорова-Смирнова. Непрерывные переменные выражали в виде среднего значения и стандартного отклонения (СО) или медиа-ны и квартилей и сравнивали между собой с использо-ванием критериев Стьюдента и Манна-Уитни в зави-симости от необходимости. Связь между содержанием ферритина и непрерывными переменными оценива-ли с помощью коэффициента ранговой корреляции Спирмена. Для изучения влияния уровня ферритина на полный комплекс оценок порядковой МШР мы использовали общие линейные модели с внесением поправок на факторы и переменные, связанные с дихо-томизированной шкалой Рэнкина (неблагоприятный исход, оценка по МШР >2 баллов), которые были выявлены по результатам однофакторного анализа. Мы адаптировали модели с учетом ряда особенностей посредством метода Enter. Значения при р<0,05 счита-ли статистически значимыми во всех тестах.
■ РЕЗУЛЬТАТЫ Неблагоприятные исходы через 3 месяца наблюдали у 51 (55,4%) из 92 пациентов. Семнадцать пациентов скончались в период проведения исследования. В таб-лице 1 представлены клинические, биохимические показатели и результаты лучевых методов исследова-ния в группах в зависимости от исхода. Преклонный возраст, тяжесть инсульта, большой объем гематомы, проникновение крови в желудочки, наличие масс-эффекта и исходно повышенное содержание ИЛ-6 и ферритина были ассоциированы с неблагоприят-ным клиническим исходом. Заслуживает внимания тот факт, что чем выше квартиль ферритина, тем хуже распределение оценок по МШР (см. рисунок). С помощью общей линейной модели было показано, что при переходе в последующую квартиль концент-рации ферритина оценка по МШР увеличивалась в среднем на 1,42 балла (95% доверительный интервал [ДИ] от 1,04 до 1,69) после внесения поправок на про-гностические переменные (см. таблица 2). Эта взаимо-связь сохранялась после исключения данных 26 паци-ентов, включенных в клиническое испытание.
У пациентов с неблагоприятными исходами также обнаружили повышенный уровень ферритина в образ-це крови, взятом в течение 3 часов от момента появ-ления симптомов ВМК (р<0,001). Динамика концент-рации ферритина в первые 72 часа имела линейный характер (в среднем: 270 нг/мл -исходно, 258 нг/мл -через 24 часа и 241 нг/мл -через 72 часа). Исходные значения не коррелировали с уровнями реактантов острой фазы, такими как число лейкоцитов и концент-рации глюкозы и фибриногена в сыворотке крови.
Показана четкая корреляция исходной концент-рации ферритина с тяжестью инсульта, объемами ВМК и зоны отека на исходном уровне, через 24 часа и через 7 дней (для всех точек наблюдения r>0,60) и умеренная корреляция с уровнем ИЛ-6 (r=0,32) . Концентрация ферритина коррелировала с увели-чением объема ВМК через 7 дней (r=0,27, р=0,04), но достоверной корреляции с увеличением объема зоны отека через 72 часа (r=0,24, р=0,07) или через 7 дней не выявили.
■ ОБСУЖДЕНИЕ В исследовании показали, что повышение уровня ферритина в сыворотке крови, в первые 12 часов от момента появления симптмов ВМК является пре-диктором развития неблагоприятного исхода у паци-ентов с ВМК. Кроме того, высокий уровень ферри-тина был ассоциирован с развитием неблагоприят-ных исходов у пациентов с острым ишемическим инсультом [7] , а также с повышенным риском разви-тия геморрагический трансформации и отека мозга у пациентов, которым проводили реперфузионную терапию [8] .
Представленные результаты наводят на мысль о негативном биологическом влиянии повышенно- данными -в моделях ВМК на животных показали, что свободные ионы железа принимают участие в образова-нии гидроксильных радикалов, развитии воспалитель-ной реакции и раннего отека головного мозга [1] [2] [3] . Уровень ферритина в сыворотке крови может час-тично повышаться на фоне ответа острой фазы [9] . Тем не менее различия в уровнях ферритина у паци-ентов с благоприятными и неблагоприятными исхо-дами наблюдали в течение первых 3 часов от момен-та появления симптомов инсульта. Концентрация ферритина оставалась стабильной в последующий период. Кроме того, в соответствии с результатами ранее проведенных исследований, при ишемическом инсульте [10] не обнаружили никакой корреляци-онной связи между содержанием ферритина и реак-тантов острой фазы, а влияние на исход сохранялось после внесения поправок на специфические показа-тели острого воспаления.
Главный интерес проведенного исследования связан с потенциальной терапевтической возможностью свя-зывания ионов железа в хелатные комплексы. В экспе-риментальных исследованиях был показан нейропро-текторный эффект дефероксамина при геморрагичес-ком повреждении головного мозга, заключающийся в уменьшении отека головного мозга и неврологичес-ких нарушений [4] . Эти доклинические данные о бла-готворном влиянии железомодифицирующих добавок подтверждают нейротоксическую роль ионов железа в повышенной концентрации. Тем не менее проведен-ное нами исследование имеет некоторые ограниче-ния. Анализ данных нейровизуализации недостаточен и требует более широкого изучения, мы не использова-ли планиметрическое измерение объема зоны пораже-ния, являющееся более точным методом, чем оценка по формуле объема эллипсоида.
■ ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, настоящее исследование демон-стрирует, что уровень ферритина в сыворотке крови является важным предиктором клинических исходов у пациентов с первичным ВМК. Эти данные свиде-тельствуют о нейротоксической роли ионов железа и позволяют разработать новые терапевтические стра-тегии для лечения ВМК. Поскольку наше исследова-ние было обсервационным, причинную взаимосвязь необходимо доказать в интервенционных клинических испытаниях по изменению содержания ионов железа.
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